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@ Zur Eliminlerung von BiomakromolekOlen fnsbesondere LDL und Endotoxinen, aus Vollblut in 
extrakorporalem Kreislauf geeigneles Adsorbens. 

@ Porose Hartgele mit einem TeilchengroiSenbereich von etwa 50 bis 250 um und von sfpharischer Gestalt 
sowie mit einer Ausschlufigrenze von mindestens 5x1 0^ Datton und einem organlschen Liganden zur Eliminie- 
rung von Biomakromolekaien aus Vollblut. Der Llgand kann mit dem porosen Trager uber einen Spacer 
verbunden sein, der vorteilhaften^veise keine Doppelbindungen aufweist. 
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ZUR EUMJNIERUNG VON BIOMAKROMOLEKOLEN, INSBESONDERE LDL UND ENDOTOXJNEN, AUS VOLL- 
BLUT IN EXTRAKORPORALEM KREISLAUF GEEIGNETES ADSORBENS 



Bekanntlich ist die Reinigung von Vollblut in einem extrakorporalen Umlaufsystem einer solchen von 
Blutplasma insbesondere deshaib vorzuziehen. weil erstere apparativ wesentlich wenlger aufwendig ist und 
die Oberwachung durch zusatzliches Fachpersonal entbehriich macht. das nicht in jedem Kranl<enhaus zur 
VerfQgung steht Bel der Voilbiutreinigung entfallt der verhaftnismaflig grofie Aufwand einer vorherigen 
5 Abtrennung der Zellen (Leuko-. Erythro-und Thrombocyten). z.B. in einem RIter, die steter Oberwachung 
bedart. 

Bisher fanden zur Voilbiutreinigung ex vivo Adsorbentien aus Aktivkolile oder aus bescliichteter 
Aktivkohle Anwendung. z.B. einer mit einer Losung von Polyacrylsaure oder von Polyacryisaure und 
Polyethylenimin beschichteten Aktivkohie (vgl. UDSSR SU 732 207). 

10 Derartige Adsorbentien aus Aktivkohle bzw. auf Basis von Aktivkohle weisen jedoch den Nachteil einer 
geringen mechanischen Stabilitat, insbesondere bei hohen DrQcken, und einer geringen Selektivitat gegen- 
uber den zu entfernenden Biomakromolekaien auf. 

Es warden infolgedessen zahlreiche Versuche untemommen, Adsorbentien auf Basis von Kohle (sowie, 
wenn z.T. auch aus anderen GrGnden, auf Basis anorganischer Stoffe) durch ggf. modifizierte natGriiche 

T5 Oder synthetische Polymere zu ersetzen, die eine mogiichst hohe mechanlsche Stabilitat aufweisen und zu 
einer mogiichst selektiven Eliminierung von insbesondere korpereigenen. vor allem pathogenen Biomakro- 
moiekOien in KorperfiGssigkeiten, wie Blut Piasma oder Serum, geeignet sind. 

Hierbei fanden (durch Suspensionspoiymerisatlon erhaltiiche) porose Homopolymere und Co- bzw. 
Terpolymere von Vinylverbindungen. wie z.B. AcrylsSure, ais TrSgemnaterialien besondere Beachtung. 

20 Derartige Acrylsaurepolymeren sind unter den Bezeichnungen "TSK-Gel Toyopearl"<^> (Hersteller: Toyo 
Soda Kogyo Co. Ltd.. Japan u. Toso Haas. Philadelphia. PA. USA) und "Fractogel^'^^TSK" (Hersteller: l^erck 
GmbH, Darmstadt) im Handel; es handelt sich dabel urn sog. Hartgele, die zumindest in chemischer 
Hinsicht identisch sowIe dank der Anwesenheit von HO-Gaippen hydrophi! sind. 

Sie fanden als solche. Insbesondere aber nach ihrer Modifizierung (Aktivierung) durch Umsetzung mit 

25 einer Oxiranverbindung. wie z.B. Epichlorhydrin. und nachfolgender Reaktlon mit NH3. einer Amino- oder 
Carboxylgruppen aufweisenden Verbindung oder Cyanurchiorid als Tragerstoffe Anwendung (vgl. z.B. J. 
Chromatogr.239 .747-754(1982) und Toya Soda Kenkyuhokoku 25 (2),81 -88(1 981)). Auch wurden femer 
solche modifSerten Produkte als Adsorbentien oder TrMgerstoffe in Adsorbentien eingesetzt, die mit 
Glutaraldehyd aktiviert und ggf. sodann mit NaBH^ reduziert wurden (vgl. Shin-jikkenkagaku-koza. ed.S.lshii, 

30 Maruzen. Tokyo. 1 41 (1 978)). 

Derartige aktivierte Tragerstoffe bieten die Moglichkeit. ggf. Gber organische Bruckenglieder verschie- 
dener chemischer Struktur und Lange (Spacer), kovalent gebundene organische Uganden mit spezifischer 
Wirkungsrichtung einzufuhren, so daj3 man sozusagen "mafigeschneiderte" Adsorbentien hoher Selektivitat 
bezuglich der BlomakromolekUle. die man jeweils abzutrennen wQnscht, herstellen kann. 

35 So wurde in der EP-A 83 112 042 u.a. als ein fur die selektive Entfemung von VLDL (Upoprotein sehr 
geringer Dichte) und/oder LDL (Upoprotein geringer Dichte) aus KorperfiGssigkeiten. wie Blut und Piasma, 
im extrakorporalen Kreislauf als geeignet bezeichnetes Adsorbens vorgeschlagen, das als Tragemnaterial 
Toyopearl^^> TSK der Typen HW 75, 65. 60 bzw. 55 (mit einer KorngroBe von jeweils 50 - 100 urn (vgL 
Beispiele 1 und 2-4). jedoch mit unterschiedlichen AusschluBgrenzen) umfafit. an das nach Umsetzung mit 

40 Epichlorhydrin ein Ugand. wie Heparin oder Chondroitin-polysulfat. kovalent gebunden wurde. 

In der DE-OS 36 17 672 werden zahlreiche por5se Adsorbentien. u.a. auch fur die selektive Elimination 
von ggf. pathogenen Biopolymeren aus wSflrigen RGssigkeiten. z.B. KorperfiGssigkeiten. wie Blut. Plasma 
Oder Serum, vorgeschlagen. die u.a. auch aus einer organischen Festphase als Tragermaterial bestehen, an 
die Gber ein kovalent gebundenes BrGckenglied (Spacer), das ein mercapto-. amino- und/oder carboxyl- 

45 gruppenhaltiges Mono-. Oligo- oder Polymer ist. ais Ligand eine Poly(carbonsaure) oder ein Derivat 
derselben. welches in die freie Saureform UbergefGhrt werden kann. kovalent gebunden ist. Diese BrGcken- 
glieder werden in das u.a. mit einer Epoxyverbindung, wie z.B. einer Diglycidverbindung. ais 
"Kupplungsreagens" vorbehandette TrSgermaterial. das zudem anschlieBend mit einer Aminoverbindung, 
wie 2.B. NH3, umgesetzt ("derivatislert") sein kann. eingefuhrt. Das so modifizierte Tragermaterial wird 

50 sodann, 2.B. mit der Poly(carbonsaure) bzw. deren Derivat als Ugand. umgesetzt. nachdem letztere mit 
einem Carbaminsaureester. wie z.B. N-Ethoxy-carbonyl-2-ethoxy-1.2-dihydro-chinoltn, aktiviert wurden. 

Unter zahlreichen anderen werden als Ugand ein Polymerisat oder Copolymerisat der AcryisSure. und 
als Tragermaterial generell das Handelsprodukt "Fractogel"^^^ genannt. 

Aus GIT Fachz.Lab.27 .380-389(1983) ist zu entnehmen. daB alle Typen von Fractogel(R) TSK (d.h. die 
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Typen HW 40, 50, 55 und 65) als spharische, vollig porose Teilchen voriiegen. deren KomgroBen beim 
Untertyp S im Bereich von 25 - 40 am, und beim Untertyp F in einem solchen von 32 - 63 um liegen. Eine 
Ausnahme blldet Typ HW 40 als Untertyp C. der einen Komgroflenbereicli von 50- 100 /xm aufweist. 
Wie aus Abb. 4 vorgenannter Daickschrift jedoch ersichtlich ist, weist der Typ HW 40 eine Ausschlu^- 
5 grenze von lediglich 10^ bis 10* Daiton auf. Infolge der entsprechend relativ geringen Porendurciimesser ist 
er aber zur Abtrennung groiSer BiomakromolekGIe (wie z.B. von LDL mit einem Molekufargewicht von > 10^) 
unbrauchbar. 

Unter Ausschlufigrenze wird bekanntlich das minimale Molekulargewicht eines Molekiiis verstanden, das 
be! der Geipermeationschromatographie nicht (meiir) in eine Pore des Adsorbens eintreten kann. 

70 Aus vorgenannter Druckschrift Ist auch zu erselien (vgl. insbesondere S.385. li.Sp.. letzter Abs.), dafi mit 
Adsorbentien geringerer KorngroiSe eine erhebliche Verbesserung der Trennscharfe zwischen den zu 
efiminierenden Biopolymeren (bei konstanter Selektivitat) zu en'eichen ist. Deshalb benutzt man in der 
Chromatographie bei hohen Anforderungen an die Adsorptionseigenschaften bzw. Trennleistung mogiicfist 
feines, sog. "superfine" Material mit einem KorngroBenbereich von 20 - 50 um, 

15 Derartige, einen Spacer und als Ligand z.B. eine Poly(carbonsaure), wie z.B. Polyacrylsaure oder aber 
beispleisweise Polymyxine, wie Polymyxin B, aufweisende bekannte Tragermaterialien auf Basis eines 
Homo-, Co- Oder Terpolymerisats der Acrylsaure oder Methacrylsaure. wie z.B. auf Basis der vorgenannten 
Handelsprodukte, konnen zur Entfemung von BiomakromoIekQIen, wie z.B. LDL und Endoxinen aus 
Blutplasma durchaus geeignet sein, wenn man das Tragermaterlal unter dem Gesichtspunkt der Porositat, 

20 d.h. der AusschluiSgrenze, auswahlt, wobei hinsichtnch der Trennleistung eine moglichst geringe KorngroBe 
angestrebt wird. 

Bei einem Einsatz in einem extrakorporalen Krelslauf mit Vollblut sollten hingegen die Teilchen des 
Adsorbens eine KomgroBe von mindestens 50 iim aufweisen. Dies ist dadurch bedingt, dafl die Im Vollblut 
vorhandenen grojSten Blutkorperchen einen Durchmesser von 20 am besitzen, so daB das Sieb, das das 

25 Adsorbens zurOckhalt, eine Maschenwelte von mindestens 40 am haben muB, urn die Blutzellen durchzu- 
[assen. In den mit Adsorberteilchen einer Gr5Be von 50 um gepackten Saulen ist der Zwischenraum 
zwischen den Teilchen fOr den Durchlafl der Blutzellen ausreichend. 

Es erwies sich jedoch unerwarteterweise, daB die zuvor beschriebenen Adsorbentien auf Basis von 
bekannten Tragermaterialien mit einer fUr Vollblut erforderlichen TeitchengroiSe von > 50 um und einer z.B. 

30 zur Abtrennung von LDL und Endotoxinen erforderlichen Auschlufigrenze von wenigstens etwa 5x1 0^ Daiton 
(gemessen mit Lipoprotein), die einen kovalent gebundenen Spacer und einen kovalent an letzteren 
gebundenen Liganden. beispielsweise eine Poly(carbonssiure), wie Polyacrylsaure oder Polymyxin B, 
aufweisen, zur Entfernung von BiomakromoIekQIen. wie z.B. LDL und Endotoxinen, aus Vollblut deshalb 
ungeeignet sind, well hierbel eine v6lllg unerwunschte Thrombocytenaggregation auftritt. 

35 Dieses Phanomen der Blutzellenunvertraglichkelt ist aus nachfolgender Abb. 1 zu ersehen (gestrichelte 
Flachen), wobei ein ansonsten zur Entfemung von LDL und EndotO)dnen aus Vollblut als geeignet zu 
erachtendes Adsorbens (d.h. eIn seiches mit einer KomgroiJe von > 50 um und einer AusschluiSgrenze von 
etwa 5x1 0^ Daiton, gemessen an Lipoprotein) getestet wurde, das als Tragermaterial das Handeisprodukt 
Toyopearl*^* HW 75 SC umfaiSte (welches einen Spacer und Ugandan gem. Beispiel 1 aufwies): Dies ist. 

40 wie ermittelt wurde. darauf zurQckzufiihren, da^ die bekannten Tragermaterialien, wie z.B. die aus einem 
Copolymeren von Glycidmethacrylat. Erythritol-dimethacryiat und Ethylenglycol bestehenden. zuvor ge- 
nannten Handelsprodukte, wenn sie die erforderlich© Teilchengrofle und AusschlujSgrenze aufweisen. nicht 
sphSrisch sind, sondern vietmehr als unregelmaBIg geformte Aggregate voriiegen. 

Die vorliegender Erfindung zugrunde llegende Aufgabe ist die Bereitstellung eines Adsorbens fOr den 

45 Einsatz im extrakorporalen Krelslauf mit Vollblut das eine mSglichst hohe Selektivitat bezUglich der 
Entfernung von BiomakromoIekQIen. insbesondere von LDL und Endotoxinen, bei moglichst guter Blutzel- 
lenvertraglichkelt besitzt. 

Diese Aufgabe wird durch das im Patentanspruch 1 beschriebene- Adsorbens gelost. 

Eine zusatzliche Aufgabe. die der Erfindung zugrunde liegt, ist die Bereitstellung eines derartigen 

50 Adsorbens, insbesondere zur Entfernung von Endotoxinen aus Vollblut, das zudem ein moglichst geringes 
RetentionsvemnSgen fOr Thrombocyten aufweist Diese wird durch das im Patentanspruch 2 beschriebene 
Adsorbens gelost 

Es envies sich namlich. dafl zudem ein BedGrfnis fUr derartige Adsorbentien besteht die zur Entfemung 
von Endotoxinen aus Vollblut in hohem Mafle geeignet sind. namlich solchen aus einem derartigen 
55 Tragermaterial mit einem relativ langen. kovalent gebundenen, herkQmmiichen Spacer mit z.B. 13 Atomen. 
Es zeigte sich namlich, daB derartige, (herstellungsbedingt) Doppelbindungen aufweisende Spacer ein 
unerwQnschtes Thrombocytenretentionsvermogen bedingen (vgl^b.2)- Ein Beispiel fOr einen zwei Dop- 
pelbindungen aufweisenden herkommlichen Spacer ist der 13-Atom-Spacer. der bei der bekannten Umset- 
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2ung des HO-Gruppen aufweisenden TragermateriaJs. wie z.B. Fractogel*'^* und Toyopearf<«>, mit Epichlorh- 
ydrin. Ethylendiamin und Glutaraidehyd in das Tragennaterial eingefOhrt wird, 

Oben-aschenderweise wurde gefunden, dafl nach Hydrierung der Doppelbindungen, 2.B. mit NaBH+ in 
an sich bekannter Weise. ein Adsorbens erhalten wird. das eine wesentlich geringere Thrombocytenmenqe 
zuruckhalt (vgl. Abb. 2, rechts). 

Die Erfindung wird anhand der fofgenden Beispiele naher erlSutert. 
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In diesem Beispiel wird die Herstellung eines zur Entfernung von LDL aus Voilblut geeigneten 
Adsorbens beschrieben. wobei - ebenso wIe in Beispiel 2 - von einem Tragermaterial ausgegangen wurde, 
das von der Rrma Toso Haas. Philadelphia PA., USA. unter der internen Bezeichnung "Toyopearl*''* HW 70 
SC (56 H)" zur VerfOgung gestellt wurde; es war spharisch (vgl. Abb. 4b) und hatte eine Tellchengrofie von 
> 70 und < 150 urn. Dieses Produkt ist ein Copolymer von Ethylenglycol, Glycldmethacryiat und Erythrol- 
dimethacrylat. 

Das fur den nachfolgend beschriebenen Vergleichstest hinsichtlich der Blutzellenvertraglichkeit benutzte 
Adsorbens umfaflte ais TrMgermaterial das (bel<annte) Handelsprodukt Toyopearl*«> HW 75 SC, das sich von 
ersterem lediglich dadurch unterschied. daB es nicht spharisch war; vieimehr wies es (infolge Teilciienag- 
glomeration) bei gieicher TeilchengrSBe eine unregelmai5ige Gestalt auf (vgl. Abb. 4a). 

Das jeweilige Tragermaterial wurde in bekannter Weise amino-derivatisiert, und zwar durch Umsetzung 
a) mit Epichlorhydrin und nachfolgender Umsetzung mit konzentriertem Ammonlak, wodurch ein 5- 
Atomspacer eingefOhrt wird; 
25 b) mit Epichlorhydrin und Ethylendiamin, wodurch ein 8-Atomspacer eingefOhrt wird; 

c) mit 1,4-Butandioi-digIycidoxyether und so dann Ammoniak, wodurch ein 13-Atomspacer eingefuhrt 
wird; Epichlorhydrin bzw. 

Der aminoderivatisierte Trager (b) wurde wie folgt hergestellt 

Das TrSgergel wurde auf einem Glasfilter mit destiliertem Wasser gewaschen und im Vakuum bei 60* C 
getrocknet. 5g des getrockneten Ge!s. 200mi 1N NaOH, und 11ml Epichlorhydrin wurde in einem 500ml 
Trennkolben gebracht und 3 Stunden bei 30 'C gerOhrt. wonach durch ein Glasfilter (G4) filtriert und mit 
kaitem destiiiertem Wasser gewaschen wurde. Dieses Gel wurde sodann in einen 500m! Trennkoiben 
eingefuilt und mit 63ml Ethylendiamin und 35ml destiliertem Wasser versetzt; das Gemisch wurde 1,5 
Stunden bei 80 ' C gerOhrt. Nach Umsetzung wurde das Gemisch durch einen Glasfilter (G4) fiitriert. wonach 
das Gel mehmnals mit Aceton zur Entfernung nicht umgesetzten Ethyiendiamins gewaschen und im 
Vakuum bei 60 C Ober Nacht getrocknet wurde. Der erhaltene aminoderivatisierte Trager mit dem so 
eingefUhrten 8-Atom-Spacer hatte folgende Struktun 
TRAGER-0-CH2-CH{0H)-CH2-NH-(CH2)2-NH2 

Die aminoderivatisierten Trager (a) und (c) wurden auf analog© Weise hergestellt. 
Zwecks EinfOhrung von Polyacrylsaure ais Ligand wurden zunMchst 200 mg Pofyacrylsaure in 12 ml 
0,15 M Kochsaizlosung aufgelost, wonach 200 mg N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinoIin (ais 
Akfivierungsreagens) zugegeben wurden. Nach 30 min wurden jeweils 10 ml des oben beschriebenen 
amino-derivatisierten Tragermaterials zugegeben; das Gemisch wurde bei Raumtemperatur 10 Std. reagie- 
ren gelassen. 

45 Das Adsorbens mit einem spharischen Tragennnateria! wurde einer Reihe von Tests unterzogen, 

(A) Voilblutmessungen/spezifische Bindungskapazitat 

50 Diese wurden bei dem Adsorbens gemsliS Beispiel 1 zur Ermlttlung der LDL-Bindungskapazitat wie folgt 

mit frischem Blut von gesunden Freiwilligen durchgefOhrt 

In einer SSule von 10 mm Durchmesser wurden 2 ml des Adsorbens gemSjS Beispiel 1 gefulft. 20 m! 

mit ACDA (1:10) versetztes Frischblut wurde Ober den Adsorber gepumpt (1 ml/min). Gemessen wurden die 

Blutzellen vor und nach der Behandiung. 
55 Beim Adsorbens gemaiS Beispiei 2 wurde hingegen die Endotoxin-Bindungskapazitat in physiologischer 

KochsalzlSsung (Standard: E.coli 055;B5) gemessen. 

Die mr das Adsorbens gemaiJ Beispiel 1(a) ermittelte LDL-Bindungskapazitat betrug 8 mg/ml Adsor- 
bens. 
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Die durch in vitro-Tests mit menschlichem Blut ermittelte Auswirkung der Spacerlange von Adsorben- 
tien gemafl Beispiel 1 ((a), (b) und (c)) auf die LDL-Kapazitat ist in Abb. 5 wiedergegeben. 

5 Blutzelienvertragljchkeit: 

Bei dieser mit dem Adsorbens gemMfl Beispiel 1 und dem entsprechenden. jedoch nicht-sph^rischen 
Vergleichs-Adsorbens durchgefGhrten Untersuchung wurden 20 ml BlLrt/2 ml Adsorbens benutzt Die 
Ergebnisse sind aus Abb. 1 zu ersehen; sie zeigen eine betrachtiiche Uberlegenheit des Adsorbens mit 
10 sphariscfier Gestalt fiinsichtlich der Leuko- und Thrombocyten-Vertraglichkeit 
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Toxikologische Untersuchungen: 

Mrt dem LDL-Adsorbens gema/3 Beispiel 1 wurden folgende toxikologische Versuciie durchgefUhrf 

1 . Physiko-chemischer Test (USP XXI) 

2. Systemlsche Vertraglichkeit an der Maus (USP XXI) 

3. Intrakutantest am Kaninchen (USP XXI) 

4. Senslbilisierungstest am Meerschwelnchen (OECD-Guideiine No.406) 

5. Hamolysetest am Kaninchen 

6. Agar-Overlay-Test (vgl. Evalution of Hemodialysis Membranes, US Depart.Heaith & Welfare 1977 
PubLNo.NiH-77/1234) 

7. Amestest (OECD-Guideline No.471) 

Bei diesen Versuchen wurden keine toxischen Effekte festgestelit. Das Adsorbermateria! ist bioloqisch 
vertraglrch. 
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Druckstabilitat: 

In einem Adsorbergehause mit dem Durchmesser von 48 mm wurden 400 ml Adsorbens gemajS 
Beispiel 1 gepackt. Es wurde Vollblut mit verschiedenen FlOssen jeweils 15 min Ober den Adsorber 
gepumpt. Es wurde am RItereingang der Druck gemessen. Der Druck blieb jeweils stabil Ober 15 min. Das 
Druck-FluB-Diagramm ist in Abb. 3 dargestellt. Die Stabilitat der DrOcke sowie die Linearitat des Druck-Fiufi- 
Diagramms zeigen, daB das Adsorbens bei diesen DrQcken stabil ist. 

Unter Verwendung des gieichen Gehauses und von ebenso 400 ml des Adsorbens gemajS Beispiel 1 
wurden in Aniehnung an die DIN-Vorschrift 58 362 (PrOfung auf partikulare Verunreinigung) folgende 
Partikel gezahit: 
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Grofie der Partikel 


25-50 


51-100 


uber 


(jLLm) nach Durchlauf 
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Anzahl der Partikel 


31 


2 


0 
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Alle diese Versuche wurden mit einem sterilisierten Adsorbens durchgefQhrt, das bei lai'c wahrend 
30 min autoklaviert worden war. 
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Beispiel 2 



In das in Beispiel 1 beschriebene spharische Tragenmaterial wurde in bekannter Weise durch Umset- 
^ zung mit Epichlorhydrin und anschlieBend mit Ethylendiamin bzw. mit Butandioidiglycidoxyether und 
anschlie^end mit Ethylendiamin ein aktiviertes Tragermaterial hergestellt. Hierzu wurden 40 g des Trager- 
materials in 125 ml einer 1 M NaOH-L6sung mit 8.25 ml Epichlorhydrin bzw. 1.4-Butandioldiglycidoxyether 
und sodann mit 47 ml Ethylendiamin umgesetzt. Das derart aktivierte Tragermaterial wurde 12 Std. mit 
einer 5%igen L6sung von Glutardialdehyd inkubiert Hierdurch wurde in das Tragermaterial ein zwei 
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Doppelbindungen aufweisender 13-Atom-Spacer bzw. ein 19-Atom-Spacer eingefUhrt. Die Struktur des 13- 
Atom-Spacers {vor und nach seiner Hydrierung) ist aus Abb. 7 ersichtlich, wobei "Pol." der an ihn 
gebundene Ligand Polymyxin bedeutet 

Anschlieflend wurde an diesen Spacer Polymyxin B als Ligand kovalent gebunden, indem In bekannter 
Weise die Bindungsreaktion in 250 ml einer 10 mM-Losung von MgCIa mit 0,6 g Polymyxin B-suIfet 
durchgefUhrt wurde. 

Bn Tell des Adsorbens mit dem 13-Atom-Spacer wurde in bekannter Weise zur Hydrierung der 
Doppelbindungen des Spacers mit 5 % NaBH^ mehmials inkubiert. 

Lfnter Verwendung von jeweils 20 ml Blut/2 ml Adsorbens wurde sowohl (1) das Adsorbens mit dem 
unreduzierten, ais auch (II) das mit dem reduzierten 13-Atom-Spacer (sowie das Adsorbens mit dem 19- 
Atom-Spacer) hinsiciitlich einer Retention der Thrombocyten untersucht Vollig unerwartot zeigte sich (vgl. 
Abb.2). daB (II) eine wesentlich gerlngere Menge an Thrombocyten zurUckhielt 



Beispiet 3 



in das naclifolgend naher beschriebene sphMrisciie Tragemiaterial auf Basis eines IVIethacrylsaure- 
Terpoiymeren wurde durch Aminoderivatisiemng gerna^ Beispiel 1 ein 8-Atom-Spacer eingefUhrt, an den 
PoiyaaiysMure als Ligand in der in Bsp. 1 beschriebenen Weise kovalent gebunden wurde. wobei ein 
Adsorbens erhalten wurde, das sich zur Abtrennung von LDL aus Voliblut im extrakorporalen Kreislauf als 
geeignet erwies. 

Das eingesetzte Tragermaterial war ein Terpolymerisat von Methacrylamid, N-Methylen-bls-methacryla- 
mid und Allylglycidylether mit einer Grofienverteilung der spharischen Teilchen im Bereich von 50 bis 200 
um und einer AusschluiSgrenze von > 5x1 0^ Dalton. Die Teilchen wiesen eine makroporose Struktur mit 
Kanalen, Hohlraumen und Kavemen auf. Das Porenvolumen (enTtitteit nach der Quecksilbenmethode) betrug 
1,74 cmVg, und der mitllere Porendurchmesser war 35 nm. Die spezifische BET-Oberflache (isotherme 
Stickstoffadsorption) betrug 183 m^/g. 

Toxikologische Untersuchungen (USP XXI) zeigten, dafi das Tragermaterial und das hieraus hergesteltte 
Adsorbens toxikoiogisch unbedenklich sind. Letzteres enwies sich femer als biologisch vertr§glich. 

Nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode wurde die LDL-Bindungskapazitat des Adsorbens aus 
VoIIbFut mit 3,6 mg/ml emiitteit 

Dieser Wert ist gerlnger als der beim Adsorbens des Belspieis 1(a) gemessene, was darauf zuruckzu- 
fuhren ist, dai5 das Adsorbens gemafl vorliegendem Bsp. 3 eine geringere Ausschluflgrenze als das 
Adsorbens gemaB Bsp. 1 aufweist 

Die Blutzellenvertraglichkeit des Adsorbens wurde wir im Bsp. 1 ennnitteit. Die Ergebnisse sind aus Abb. 
6 zu ersehen. Das Adsorbens zeigte demgemajS ein unerwartet geringes RQckhaltevermogen fur Leukozy- 
ten, Erythrozyten und auch Thrombozyten, 



Ansprtiche 

1. Zur Eiiminierung von Biomakromolektllen, insbesondere von LDL und Endotoxinen, aus Voilblut in 
extrakorporalem Kreislauf geeignetes Adsorbens, umfassend ein porSses Tragermaterial aus einem Homo-, 
Co- Oder Terpolymerisat der Acrylsaure und/oder MethacrylsSure mit einem TeilchengroBenbereich von 
etwa 50 bis 250 urn und einer AusschlulSgrenze von mindestens 5x10^ Dalton sowie einen organischen 
LIganden, der Qber einen Spacer an das Tragermaterial kovalent gebunden ist, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Tragermaterial eine spharische Gestalt aufweist 

2. Adsorbens gemaS Anspnjch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Spacer keine Doppelbindungen 
aufweist 

3. Adorbens gemSfl Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Tragermaterial einen Teilchen- 
gro0enbereich von etwa 50 bis 150 iim und eine Ausschluflgrenze von mindestens 10^ aufweist. 
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Fig. 2 
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Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen 
des Tragermaterials 




Fig.4Q 



nichl spharisches Trdgermaterial 




Fig.ib 




spharisches Trdgermaterial 
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Beschreibung 

Bekanntlich ist die Reinigung von Vollblut in einem 
extrakorporalen Umlaufeystem einer solchen von Blut- 
plasma insbesondere deshalb vorzuziehen, weil erstere s 
apparativ wesentlich wenlger aufwendig ist und die 
Uberwachung durch zusdtzliches Fachpersonal ent- 
behrllch macfit. das nlciit in jedem Krankenhaus zur 
Verfugung steht Bei der Voliblutreinigung entfSlit der 
verhaitnlsmSBig groSe Aufwand einer vorlierigen io 
Abtrennung der Zellen (Leuko-, Erythro- und Thronnbo- 
. cyten), z.B. in einem Filter, die steter Ubenvacliung 
bedarf. 

Bisher fanden zur Voliblutreinigung ex vivo Adsor- 
bentien aus Aktivkohle oder aus beschichteter Aktiv- is 
kohle Anwendung. z.B. einer mit einer Lfisung von 
Polyacrylsaure oder von Polyacrylsaure und Polyetliy- 
lenimin beschichteten Aktivkolile (vgl. UDSSR SU 732 
207). 

Derartige Adsorbentien aus Aktivkohle bzw. auf 20 
Basis von Aktivkohle weisen jedoch den Nachteil einer 
geringen mechanischen Stabilitdt. insbesondere bei 
hohen DrOcken. und einer geringen Selektivitat gegen- 
uber den zu entfernenden Biomakromolekulen auf. 

Es wurden infblgedessen zahlreiche Versuche 25 
unternommen, Adsorbentien auf Basis von Kohle 
(sowie, wenn z.T. auch aus anderen GrQnden, auf Basis 
anorganischer Stoffe) durch ggf. modifizierte naturliche 
Oder synthetische Polymere zu ersetzen, die eine mOg- 
lichst hohe mechanische StabilitSt aufweisen und zu 30 
einer mOglichst selektiven Eliminierung von insbeson- 
dere kdrpereigenen, vor ailenn pathogenen Bionrtakro- 
molekOlen in Kdrperf IQssigkeiten, wie Blut, Plasma oder 
Serum, geeignet sind. 

IHierbel fanden (durch Suspensionspolymerisation 35 
erhaitliche) por6se Homopolymere und Co- bzw. Terpo- 
lymere von Vinylverbindungen, wie z.B, Acrylsaure, als 
Trdgermateriallen besondere Beachtung. 

Derartige Acryls^urepolymeren sind unter den 
Bezeichnungen TSK^Sei Toyopearr^'^J (Hersteller: 40 
Toyo Soda Kbgyo Co. Ltd., Japan u. Toso Haas. Phil- 
adelphia. PA, USA) und "Fractogel^^lTSK" (Hersteller: 
Merck GmbH, Darmstadt) im Handel; es handelt sich 
dabei urn sog. Hartgele, die zumtndest in chemischer 
Hinsicht identisch sowie dank der Anwesenheit von HO- 45 
Gruppen hydrophil sind. 

Sie fanden als solche. insbesondere at»er nach 
ihrer Modlfizierung (Aktivierung) durch Umsetzung mit 
einer Oxiranverbindung, wie z.B. Epichlorhydrin, und 
nachfolgender Reaktion mit NH3, einer Amino- oder so 
Carboxyigruppen aufweisenden Verbindung oder 
Cyanurchlorid als Trdgerstoffe Anwendung (vgl. z.B. J. 
Chromatogr.23a747-754(1982) und Toya Soda Ken- 
kyuhokoku 25(2).81 -88(1 981)). Auch wurden ferner sol- 
che modifizierten Produkte als Adsorbentien oder ss 
Tragerstcffe in Adsorbentien eingesetzt. die mit Gluta- 
raldehyd aktiviert und ggf. sodann mit NaBH4 reduziert 
wurden (vgl. Shin-jikkenkagaku-koza. ed.S.lshii, Maru- 
zen. Tokyo. 141(1978)). 



Derartige aktivierte TrSgerstoffe bieten die M6glich- 
keit. ggf. uber organische Bruckenglieder verschiedener 
chemischer Struktur und LSnge (Spacer), kovalent 
gebundene organische Liganden mit spezrfischer Wir- 
kungsrichtung einzufuhren. so daB man sozusagen 
"maBgeschneiderte" Adsorbentien hoher Seiektivrtdt 
bezuglich der Biomakromolekule. die man jeweils abzu- 
trennen wQnscht, herstellen kann. 

So wurde in der EP-A 83 1 1 2 042 u.a. als ein fur die 
seiektive Entfernung von VLDL (Lipoprotein sehr gerin- 
ger Dichte) und/oder LDL (Lipoprotein geringer Dichte) 
aus KOrperf lussigkeiten, wie Blut und Plasma, im extra- 
korporalen Kreislauf als geeignet bezelchnetes Adsor- 
bens vorgeschlagen, das als Trdgermaterial 
Toyopearl(f^> TSKder Typen HW 75. 65, 60 bzw. 55 (mit 
einer KorngrOBe von jeweils 50 - 100 pm (vgl. Beisplele 
1 und 2-4), jedoch mit unterschiedlichen AusschluB- 
grenzen) umfaBt, an das nach Umsetzung mit Epichlor- 
hydrin ein Ligand, wie Heparin oder Chondroitin- 
polysulfat, kovalent gebunden wurde. 

In der DE-OS 36 17 672 werden zahlreiche porOse 
Adsorbentien. u.a. auch fur die seiektive Elimination von 
ggf. pathogenen Biopolymeren aus wdBrlgen FIQsslg- 
keiten, z.B. Kdrperf lussigkeiten, wie Blut. Plasma oder 
Serum, vorgeschlagen, die u.a. auch aus aner organi- 
schen Festphase als Tragermaterial bestehen, an die 
Qber ein kovalent gebundenes BrQckenglied (Spacer), 
das ein mercapto-, amino- und/oder cart)oxylgruppen- 
haltiges Mono-, Oligo- oder Polymer ist, als Ugand eine 
Poly(carbonsaure) oder ein Derivat derselben, welches 
in die freie Saurefbrm Obergefuhrt werden kann, kova- 
lent gebunden ist. Diese Bruckenglieder werden in das 
u.a. mit einer Epoxyverbindung, wie z.B. einer Diglyci- 
dverbindung. als "Kupplungsreagens" vorljehandelte 
Tragermaterial. das zudem anschlieBend mit einer Ami- 
noverbindung, wie z.B. NH3, umgesetzt fderivatisiert") 
sein kann, eingefOhrt Das so modifizierte Tragermate- 
rial wird sodann, z.B. mit der Poly(carbonsaure) bzw. 
deren Derivat als Ligand. umgesetzt, nachdem letztere 
mit einem Carbaminsaureester. wie z.B. N-Ethoxy:car- 
bonyl-2-ethoxy-1 ,2-dihydro-chinolin, aktiviert wurden. 

Unter zahlreichen anderen werden als Ugand ein 
Polymerisat oder Copolymerisat der Acrylsaure, und als 
Tragermaterial generell das Handelsprodukt "Fracto- 
ger^^^ genannt. 

Aus GIT Fachz.Lab.22.380-389(1983) ist zu ent- 
nehmen, daB alle Typen von FractogeK^^ TSK (d.h. die 
Typen HW 40, 50, 55 und 65) als spharische. vdllig 
porOse Teilchen vorliegen, deren KorngrOBen beim 
Untertyp S im Bereich von 25 - 40 ^m, und beim Unter- 
typ F in einem solchen von 32 - 63 jim liegen. Eine Aus- 
nahme biidet Typ HW 40 als Untertyp C, der einen 
KbrngrOSenbereich von 50 - 100 ^m aufweist. 

Wie aus Abb. 4 vorgenannter Druckschrift jedoch 
ersichtlich ist. weist der Typ HW 40 eine AusschluB- 
grenze von lediglich 10^ bis 10^ Daiton auf. Infblge der 
errtsprechend relativ geringen Porendurchmesser ist er 
aber zur Abtrennung groBer Biomakromolekule (wie 
Z.B. von LDL mit einem Molekulargewicht von > 10®) 
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unbrauchbar. 

Unter Ausschlu(3grenze wind bekanntlich das mini- 
male IWolekulargewicht eines MolekQls verstanden, das 
be! der Gelpermeationschromatographie nicht (mehr) in 
eine Pore des Adsorbens eintreten kann. s 

Aus vorgenannter Dmckschrifl ist auch zu ersehen 
(vgl. Insbesondere S.385. li.Sp.. letzter Abs.). daB mit 
Adsorbentien geringerer KorngrOBe eine erhebliche 
Verbesserung der Trennscharfe zwischen den zu elimi- 
nierenden Biopolymeren (be! konstanter Selektivrtat) zu n 
en-eichen ist. Deshalb benutzt man in der Cliromatogra- 
phie bei holien Anforderungen an die Adsorptionsei- 
genschaften bzw. Trennleistung mOgiichst feines, sog, 
"superfine" Material mit einem KorngrOBenbereich von 
20 - 50 iim. u 

Derartige, einen Spacer und als Ugand z.B. eine 
Poly(carbonsaure). wie z.B. Polyacrylsflure Oder aber 
beispielsweise Polynnyxine. wie Polymyxin B, aufwei- 
sende bekannte Tragermaterialien auf Basis eines 
Homo-, Co- Oder Terpolymerisats der AcrylsSure oder 20 
Methaaylsaure, wie z.B. auf Basis der vorgenannten 
Handelsprodukte, kOnnen zur Entfernung von Bioma- 
kromolekOlen. wie z.B. LDL und Endoxinen aus Blut- 
plasma durcliaus geeignet sein, wenn man das 
TrSgermaterial unter dem Gesichtspunkt der Porositat. ss 
d.h. der AusschluBgrenze, auswahit, wobei hinsicWiich 
der Trennleistung eine mfiglichst geringe KorngrOBe 
angestrebt wird. 

Bei einem Einsatz in einem extrakorporalen Kreis- 
lauf mit Vollblut sollten hingegen die Teilchen des 30 
Adsorbens eine KbrngrOBe von mindestens 50 \im auf- 
weisen. Dies ist dadurch bedingt, daB die im Vollblut 
vorhandenen grOBten BlutkOrperchen einen Durchmes- 
ser von 20 ^m besitzen. so daB das Sieb. das das 
Adsorbens zuruckhait, eine Maschenweite von minde- 35 
stens 40 ^im haben muB, um die Blutzellen durclizulas- 
sen. In den mit Adsorberteilchen einer GrOBe von 50 
^im gepackten SSulen ist der Zwischenraum zwischen 
den Teilclien fur den DurchlaB der Blutzellen ausrei- 
chend. 40 

Es envies sich jedoch unenwartetenveise, daB die 
zuvor beschriebenen Adsorbentien auf Basis von 
bekannten Tragennaterialien mit einer fQr Vollblut erfor- 
derlichen TeilchengrOBe von > 50 pjn und einer z.B. zur 
Abtrennung von LDL und Endotoxinen erforderlichen 45 
AuschluBgrenze von wenigstens etwa 5x10^ Dalton 
(gemessen mit Lipoprotein), die einen kovalent gebun- 
denen Spacer und einen kovalent an letzteren gebun- 
denen Liganden, beispielsweise eine Poly(carbon- 
saure). wie Polyacrylsaure oder Polymyxin B. aufwei- so 
sen. zur Entfernung von BiomakromolekOIen. wie z.B. 
LDL und Endotoxinen, aus Vollblut deshalb ungeeignet 
sind, well hierbei eine vOllig unenrtrijnschte Thrombo- 
cytenaggregation auftritt. 

Dieses Phanomen der Blutzellenunvertraglichkeit ss 
ist aus nachfolgender Abb. 1 zu ersehen (gestrichelte 
Flachen). wobei ein ansonsten zur Entfernung von LDL 
und Endotoxinen aus Vollblut als geeignet zu erachten- 
des Adsorbens (d.h. ein solches mit einer KorngrOBe 



von > 50 Jim und einer AusschluBgrenze von etwa 
5x10^ Dalton, gemessen an Lipoprotein) getestet 
wurde, das als Tragermaterial das Handelsprodukt Toy- 
opearlt") HW 75 SC umfaBte (welches einen Spacer 
und Liganden gem. Beispiel 1 aufwies). Dies ist. wie 
ermittelt wurde, darauf zuruckzufQhren. daB die 
bekannten Tragermaterialien, wie z.B. die aus einem 
Copdymeren von Glycidmethaaylat. ErythritoWime- 
thacrylat und Ethylenglycol bestehenden. zuvor 
genannten Handelsprodukte, wenn sie die erforderliche 
TeilchengrOBe und AusschluBgrenze aufweisen, nicht 
spharisch sind. sondern vielmehr als unregelmaBig 
geformte Aggregate vorliegen. 

Die vorliegender Erf indung zugrunde liegende Auf- 
gabe ist die Bereitstellung eines Adsorbens fur den Ein- 
satz im extrakorporalen Kreislauf mit Vollblut, das eine 
mOglichst hohe Selektivitat bezuglich der Entfernung 
von BiomakromolekOIen, insbesondere von LDL und 
Endotoxinen. bei maglichst guter Blutzellenvertraglich- 
keit besitzt. 

Diese Aufgabe wird durch das im Patentanspruch 1 
beschriebene Adsorbens gelOst. 

Eine zusatzliche Aufgabe. die der Erfindung 
zugrunde liegt, ist die Bereitstellung eines derartigen 
Adsorbens, insbesondere zur Entfernung von Endotoxi- 
nen aus Vollblut, das zudem ein mOglichst geringes 
RetentionsvermOgen fur Thrombocyten aufweist. Diese 
wird durch das im Patentanspruch 2 beschriebene 
Adsorbens gelOst 

Es envies sich namlich. daB zudem ein BedQrfnis 
for derartige Adsorbentien besteht. die zur Entfernung 
von Endotoxinen aus Vollblut in hohem MaBe geeignet 
sind, namlich solchen aus einem derartigen Tragerma- 
terial mit einem relativ langen, kovalent gebundenen. 
herkfimmlichen Spacer mit z.B. 13 Atomen. Es zeigte 
sich namlich, daB derartige. (herstellungsbedingt) Dop- 
pelbindungen aufweisende Spacer ein unenAflDnschtes 
Thrombocytenretentionsvermflgen bedingen (vgl.Abb. 
2). Ein Beispiel fur einen zwei Doppelbindungen aufwei- 
senden herkOmmlichen Spacer ist der 1 3-Atom-Spacer, 
der bei der bekannten Umsetzung des HO-Glruppen 
aufwesenden Tragermaterials. wie z.B. Fractogel^^^ 
und Toyopearl^"), mit Epichlorhydrin, Ethylendiamin und 
Glutaraldehyd in das Tragennaterial eingefOhrt wird. 

Oberraschendenweise wurde gefunden. daB nach 
Hydrierung der Doppelbindungen. z.B. mit NaBH4 in an 
sich bekannter Weise, ein Adsorbens erhalten wird. das 
eine wesentlich geringere Thrombocytenmenge zurQck- 
hait (vgl. Abb. 2. rechts). 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
naher eriautert. 

Beispiel 1 

In diesem Beispiel wird die Herstellung eines zur 
Entfernung von LDL aus Vollblut geeigneten Adsorbens 
beschrieben, wobei - ebenso wie in Beispiel 2 - von 
einem Tragermaterial ausgegangen wurde, das von der 
Firma Toso Haas. Philadelphia PA.. USA, unter der 
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internen Bezeichnung ToyopearK") HW 70 SC (56 H)" 
2ur Verfugung gestefit wurde; es war spharisch (vgl. 
Abb. 4b) und hatte eine TeilchengrOBe von > 70 und < 
150 Jim. Dieses Produkt ist ein Copolymer von Ethyien- 
glycol, Glycidmethacrylat und Erythrol-dimethacrylat s 

Das fQr den nachfolgend beschriebenen Ver- 
gieichstest hinstchtlich der Blutzellenvertraglichkeit 
benutzte Adsorbens umfeSte als Trdgermaterial das 
(bekannte) Handelsprodukt Toyopearlt^^) HW 75 SC, 
das sich von ersterem lediglich dadurch unterschied. to 
daS es nicht spharisch war; vielmehr wies es (infolge 
, Teilchenagglomeration) bei gleicher TeilchengrOBe eine 
unregelmSBige Gestalt auf (vgl. Abb. 4a). 

Das jeweilige TrSgermaterial wurde in bekannter 
Weise amino-derivatisiert, und zwar durch Umsetzung is 

a) mit Eplchlorhydrin und nachfolgender Umset- 
zung mit konzentriertem Ammoniak, wodurch ein 5- 
Atomspacer eingefuhrt wird; 

b) mit Epichiorhydrin und Ethyl endiamin, wodurch 20 
ein 8-Atomspacer eingefuhrt wird; 

c) mit 1.4-ButandioWigIycidoxyether und so dann 
Ammoniak, wodurch ein 13-Atomspacer eingefOhrt 
wird: Epichiorhydrin bzw. 

25 

Der aminoderivatisierte TrSger (b) wurde wie fbigt 
hergestellt: 

Das Tragergel wurde auf einem Giasf ilter mit desti- 
liertem Wasser gewaschen und im Vakuum bei 60°C 
getrocknet, 5g des getrockneten Gels. 200ml 1 N NaOH. 30 
und 11ml Epichiorhydrin wurde in einem 500ml Trenn- 
kolben gebracht und 3 Stunden bei 30**C gerOhrt 
wonach durch ein Glasfilter {G4) filtriert und mit kaltem 
destiliertem Wasser gewaschen wurde. Dieses Gel 
wurde sodann in einen 500ml Trennkolben eingefullt 35 
und mit 63ml Ethylendiamin und 35ml destiliertem Was- 
ser versetrt; das Gemisch wurde 1,5 Stunden bei SCC 
gerOhrt. Nach Umsetzung wurde das Gemisch durch 
einen Glasfilter (G4) filtriert. wonach das Gel mehrmals 
mit Aceton zur Entfernung nicht umgesetzten Ethylen- 40 
diamins gewaschen und im Vakuum bei 60^*0 Qber 
Nacht getrocknet wurde. Der erhaitene aminoderivati- 
sierte Trager mit dem so eingefOhrten 8-Atom-Spacer 
hatte fblgende Struktur: 

TRAGER-0-CH2-CH{0H)-CH2-NH-(CH2)2-NH2 45 

Die aminoderivatisierten Trager (a) und (c) wurden 
auf analoge Weise hergestellt. 

Zwecks Einfuhrung von Polyacrylsaure als Ligand 
wurden zunachst 200 mg Polyacrylsaure in 12 ml 0,15 
M Kochsalzlfisung aufgelOst, wonach 200 mg N-Ethoxy- so 
cait>onyl-2-ethoxy-1 ,2-dihydrochino!in (als Aktivie- 
rungsreagens) zugegeben wurden. Nach 30 min 
wurden jeweils 10 ml des oben beschriebenen amino- 
derivatisierten Trager materials zugegeben; das 
Gemisch wurde bei Raumtemperatur 10 Std. reagieren ss 



Das Adsorbens mit einem spharischen Tragerma- 
terial wurde einer Reihe von Tests unterzogen. 



(A) Vollblutmessunq en/spezifische Bindungskaoazitat 

DIese wurden bei dem Adsorbens gemaB Beispiel 
1 zur Ermittiung der LDL-Bindungskapazitat wie folgt 
mrt frischem Blut von gesunden Freiwilligen durchge- 
fuhrt: 

In einer Sauie von 10 mm Durchmesser wurden 2 
ml des Adsorbens gemaB Beispiel 1 gefQIIt. 20 ml mit 
ACDA (1:10) versetztes Frischblut wurde uber den 
Adsorber gepumpt (1 ml/min). Gemessen wurden die 
Blutzellen vor und nach der Behandlung. 

Beim Adsorbens gemaB Beispiel 2 wurde hingegen 
die Endotoxin-Bindungskapazitat in physiologischer 
KbchsalzlOsung (Standard: E.coli 055:B5) gemessen. 

Die fur das Adsorbens gemaB Beispiel 1(a) ermit- 
telte LDL-Bindungskapazitat betrug 8 mg/ml Adsor- 
bens. 

Die durch in vitro-Tests mit menschlichem Blut 
ermittelte Auswirkung der Spaceriange von Adsorben- 
tien gemaB Beispiel 1 ((a), (b) und (c)) auf die LDL- 
Kapazitat ist in Abb. 5 wiedergegeben. 

Blutzellenv ertraqlichkett: 

Bei dieser mit dem Adsorbens gemaB Beispiel 1 
und dem entsprechenden, jedoch nicht-spharlschen 
Vergleichs-Adsorbens durchgefOhrten Untersuchung 
wurden 20 ml Blut^ ml Adsorbens benutzt Die Ergeb- 
nisse sind aus Abb, 1 zu ersehen; sie zeigen eine 
betrachtliche Oberiegenheit des Adsorbens mit sphari- 
scher Gestalt hinsichtlich der Leuko- und Thrombo- 
cyten-Vertraglichkeit 

ToxikolOQischQ Untersuchun^ftn- 

Mit dem LDL-Adsorbens gemaB Beispiel 1 wurden 
fblgende toxikologische Versuche durchgefuhrt: 

1. Physiko-chemischer Test (USP XXI) 

2. Systemische Vertraglichkeit an der Maus (USP 
XXI) 

3. Intrakutantest am Kaninchen (USP XXI) 

4. Sensibilisierungstest am Meerschweinchen 
(OECD-Guideline No. 406) 

5. Hamolysetest am Kaninchen 

6. Agar-Overlay-Test (vgl. Evalution of Hemodialy- 
sis Membranes, US Depart. Health & Welfare 1977, 
Pi4)I.NaNIH-77/1234) 

7. Amestest (OECD-Guideline No.471) 

Bei diesen Versuchen wurden keine toxischen 
Effekte festgestellt Das Adsorbermaterial ist biologisch 
vertraglich. 

Druckstabilitat: 

In einem Adsorbergehause mit dem Durchmesser 
von 48 mm wurden 400 ml Adsorbens gemaB Beispiel 1 
gepackt Es wurde Vollblut mit verschiedenen Flussen 
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jeweils 15 min Qber den Adsorber gepumpt. Es wurde 
am Filtereingang der Druck gemessen. Der Druckblieb 
jeweils stabil uber 15 min. Das Druck-Ru6-Dlagramm 
ist in Abb. 3 dargestellt. Die Stabilitat der DrOcke sowie 
die Unearitat des Druck-Ru6-Diagramms zeigen» daS 5 
das Adsorbens bei diesen Drucken stabil ist. 

Unter Verwendung des gleichen GehSuses und von 
ebenso 400 ml des Adsorbens gemfi8 Beispiel 1 wur- 
den in Aniehnung an die DIN-Vorschrift 58 362 (Prufung 
auf partikuiare Verunreinigung) folgende Partikel 10 
gezShlt: 



Gr63e der Partikel (jim) 
nach Durchlauf 101 


25- 
50 


51- 
100 


uber 
100 


Anzahl der Partikel 


31 


2 


0 



IS 



Alle diese Versuche wurden mit einem sterilisierten 20 
Adsorbens durchgefuhrt. das bei 121^0 wShrend 30 
min autoklaviert worden war. 



BeiSDiel 2 



25 



In das in Beispiel 1 beschriebene spharische Tra- 
germaterial wurde in bekannter Weise durch Umset- 
zung mit Epichlorhydrin und anschlieBend mit 
Ethylendiamin bzw. mit Butandioldiglycidoxyether und 
anschlieSend mit Ethylendiamin ein aktiviertes Trager- 30 
material hergestellt. Hierzu wurden 40 g des Tragerma- 
terials in 125 ml einer 1 M NaOH-LOsung mit 8.25 ml 
Epichlorhydrin bzw 1 ,4-Butandioldiglyddoxyether und 
sodann mit 47 ml Ethylendiamin umgesetzt. Das derart 
aktivierte Tragermaterial wurde 12 Std. mit einer 35 
5%igen LOsung von Glutardialdehyd inkubiert. Hier- 
durch wurde in das Tragermaterial ein zwei Doppelbin- 
dungen aufweisender 13-Atom-Spacer bzw. ein 19- 
Atom-Spacer eingefuhrt. Die Struktur des 13-Atom- 
Spacers (vor und nach seiner Hydrierung) ist aus Abb. 40 
7 ersichtlich. wobei Tol." der an ihn gebundene Ligand 
Polymyxin bedeutet. 

AnschlieSend wurde an diesen Spacer Polymyxin B 
als Ligand kovalent gebunden, indem in bekannter 
Weise die Bindungsreaktion in 250 ml einer 10 mM- 45 
Ldsung von MgClg mit 0.6 g Polymyxin B-sultat durch- 
gefOhrt wurde. 

Ein Teil des Adsorbens mit dem 13-Atom-Spacer 
wurde in bekannter Weise zur Hydrierung der Doppei- 
bindungen des Spacers mit 5 % NaBH4 mehrmals inku- so 
biert. 

Unter Venwendung von jeweils 20 ml Blut/2 ml 
Adsorbens wurde sowohl (I) das Adsorbens mit dem 
unreduzierten, als auch (11) das mit dem reduzierten 13- 
Atom-Spacer (sowie das Adsorbens mit dem 1 9-Atom- ss 
Spacer) hinsichtich einer Retention der Thron*ocyten 
untersucht VOIIig unenwartet zeigte sich (vgl. Abb.2), 
da3 (11) eine wesentlich geringere Menge an Thrombo- 
cyten zurQckhielt. 



Beispiel 3 

In das nachfolgend naher beschriebene spharische 
Tragermaterial auf Basis eines Methacrylsaure-Terpoly- 
meren wurde durch Aminoderivatisierung gemaB Bei- 
spiel 1 ein 8-Atom-Spacer eingefuhrt, an den 
Polyacrlysaure als Ligand in der in Bsp. 1 beschriebe- 
nen Weise kovalent gebunden wurde. wobei ein Adsor- 
bens erhaften wurde, das sich zur Abtrennung von LDL 
aus Vollblut im extrakorporalen Kreislauf als geeignet 
envies. 

Das eingesetzte Tragermaterial war ein Terpoiyme- 
risat von Methacryiamid. N-Methyien-bis-methacryl- 
amid und Allylglycidyl ether mit einer QrO 8enverteilung 
der spharischen Teilchen im Bereich von 50 bis 200 ^m 
und einer AusschluBgrenze von > 5x10^ Dalton. Die 
Teilchen wiesen eine makroporOse Struktur mit Kana- 
len. Hohlraumen und Kavernen auf. Das Porenvolumen 
(ermittelt nach der Quecksilbermethode) betrug 1,74 
cm^/g, und der mrttlere Porendurchmesser war 35 nm. 
Die spezifische BET-Oberfiache (isotherme Stickstoff- 
adsorption) betmg 183 m^/g. 

Toxikologische Untersuchungen (USP XXI) zeigten, 
daS das Tragermaterial und das hieraus hergesteilte 
Adsorbens toxikologisch unbedenWich sind. Letzteres 
enwies sich ferner als biologisch vertraglich. 

Nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode 
wurde die LDL-Bindungskapazitat des Adsorbens aus 
Vollblut mrt 3,6 mg/ml ermittelt 

Dieser Wert ist geringer als der beim Adsorbens 
des Beispiels 1(a) gemessene, was darauf zuruckzu- 
fuhren ist, daB das Adsorbens gemaB vorliegendem 
Bsp. 3 eine geringere AusschluSgrenze als das Adsor- 
bens gemas Bsp. 1 aufweist. 

Die Blutzellenvertraglichkeit des Adsorbens wurde 
wir im Bsp. 1 ermittelt. Die Ergebnisse sind aus Abb. 6 
zu ersehen. Das Adsorbens zeigte demgemaB ein 
uneraartet geringes RQckhaltevermdgen fOr Leukozy- 
ten, Erythrozyten und auch Thrombozyten. 

PatentansprQche 

PatentansprOche fur folgende Vertragsstaaten : AT, 
CH, LI, DE, FR, GB, IT, NL, SE 

1. Zur Eliminierung von Biomakromolekulen, insbe- 
sondere von LDL und Endotoxinen, aus Vollblut in 
extrakorporaiem Kreislauf geeignetes Adsorbens. 
umfassend ein poroses Tragermaterial aus einem 
Homo-, Co- Oder Terpolymerisat der Acrylsaure 
und/oder Methacrylsaure mit einem TeilchengrO- 
Benbereich von etwa 50 bis 250 jim und einer Aus- 
schluSgrenze von mindestens 5x10^ Dalton sowie 
einen organischen Liganden, der Ober einen Spa- 
cer an das Tragermaterial kovalent gebunden ist. 
dadurch gekennzeichnet, daB das Tragermaterial 
Qbenwiegend in Form von unaggregierten Einzel- 
teiichen regelmaBiger. spharischer Gestalt vorliegt. 
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2, Adsorbens gemSB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Spacer keine Doppelbindungen 
aufweist 

3, Adorbens gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch s 
gekennzeichnet, daS das Tragermaterial einen Teil- 
chengrdBenbereich von etwa 50 bis 150 |im und 
eine AusschluBgrenze von mindestens 10^ auf- 
weist. 

70 

Patentanspruche f Or folgenden Vertragsstaat: ES 

1 . Verfahren zur Herstellung eines Adsorbens, das zur 
Eiiminierung von Biomakromolekulen. insbeson- 
dere von LDL und Endotoxinen, aus Vollblut in is 
extrakorporalem Kreislauf geeignet Ist. bei dem ein 
organischer Ligand uber einen Spacer an ein pore- 
ses Tragermaterial aus einem Homo-, Co- oder Ter- 
polymerisat der Acrylsaure und/oder Methaayl- 
saure mit einem TeilchengrOBenbereich von etwa 20 
50 bis 250 pm und einer AusschluBgrenze von min- 
destens 5 X 10^ Dalton kovalent gebunden wird, 
dadurch gekennzeichnet. daQ das Tragermaterial 
Qbenwiegend in Form von unaggregierten Einzel- 
teilchen regelmaBiger. spharlscher Gestalt vorliegt ss 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Spacer keine Doppelbindungen 
aufweist. 

30 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet. daB das Tragermaterial einen Teil- 
chengrOBenbereich von etwa 50 bis 150 \im und 
eine AusschluBgrenze von mindestens 10^ auf- 
weist. 35 

Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, CH, 

LI, DE, FR, GB, IT, NL, SE 40 

1 . An absorbent material suitable for the elimination of 
biomacromolecules, in particular LDL and endotox- 
ins, in an extracorporeal circuit with whole blood, 
comprising a porous carrier material of a homo-. 4S 
CO-, or terpolymerizate of acrylic ackl and/or meth- 
acryiic acid with a particle grain size range of 
between 50 and 250 ^m and an exclusion limit of at 
least 5x10^ daltons, as well as an organic ligand 
which is covalently bound to the can-ier material via so 
a spacer, characterized in that the carrier material 

is present predominantly in the form of unaggre- 
gated individual particles of regular spherical 
shape. 

55 

2. An absorbent in accordance with Claim 1 , charac- 
terized in that the spacer contains no double bonds. 

3. An absorbent in accordance with Claims 1 or 2, 



characterized in that carrier material has a particle 
size of between 50 an 150 ^m and an exclusion 
limit of at least 10^ daltons. 

Claims for the following Contracting State : ES 

1. The process for preparing an absorbent material 
suitable for the elimination of biomacromolecules. 
in particular LDL and endotoxins, in an extracorpor- 
eal circuit with whole blood, wherein an organic lig- 
and is covalently bound via a spacer to a porous 
carrier material of a homo-, co-. or terpolymerizate 
of acrylic acid and/or methacrylrc acid with a parti- 
cle grain size range of between 50 and 250 jim and 
an exclusion limit of at least 5x10^ daltons, charac- 
terized in that the carrier material is present pre- 
dominantly in the form of unaggregated individual 
particles of regular spherical shape. 

2. The process in accordance with Claim 1 , character- 
ized in that the spacer contains no double bonds. 

3. The process in accordance with Claims 1 or 2. 
characterized in that carrier material has a parlicle 
size of between 50 an 150 ]um and an exclusion 
limit of at least 10^ daltons. 

Revendlcations 

Revendlcations pour les Etats contractant suivants 
: AT, CH, LI, DE, FR. GB, IT, NL, SE 

1. Adsorbant appropri^ pour I'^limination de bio- 
macrorTX)l6cules. plus particuli^rement des LDL et 
des endotoxines, du sang total, dans un circuit 
extracorporel comprenant une mati^re support 
poreuse d'un homo-, co- ou terpolymdre de I'acide 
acrylique et/ou m6thacrylique, ayant une granulo- 
m6trie dans Hntervalle d'environ 50 k 250 ^lm et 
une limite d'exclusion d'au moins 5x10^ Dalton, 
ainsi qu'un ligand organique. lequel ligand est li^ 
par une liaison covalente k la mati^re support par 
I'interm^diaire d'un spacer caract6ris6 en ce que la 
mati^re support est pr§sente principalement sous 
forme de particules individuelles non agr6g6es de 
forme sph^rique r^guli^re. 

2. Adsorbant selon la revendication 1, caract6ris6 en 
ce que le spacer ne pr^ente pas de doubles 
liaisons. 

3. Adsorbant selon la revendication 1 ou 2, caract6- 
ris^ en ce que la mati^re support pr^sente une gra- 
nulom6trie d'environ 50 a 150 ^m et une limite 
d'exclusion d'au moins 10^. 

Revendlcations pour TEtat contractant suivant : ES 

1. Proc6d6 de preparation d'un adsortjant appropri^ 
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pour r^imination de biomacromd^cules, plus parti- 
culi^rement des LDL et des endotoxines. du sang 
total dans un circuit extracorporei comprenant une 
mati^re support poreuse d'un homo-, co- ou terpo- 
lym^re de Tacide acrylique et/ou m6thacrylique, 5 
ayant une granulom6trle dans rirrtervalle d'environ 
50 k 250 et une limite d'exclusion d'au moins 5 
X 10^ Oalton ainsi qu'un ligand organique, lequel 
ligand est Ir^ par une liaison covalente k la mati^re 
support par llnterm^iaire d'un spacer caract§ris6 w 
en ce que la mati^re support est pr6sente principa- 
lement sous forme de particules individuelles non 
agr^g^es. de forme sph^rique r^uli^re. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce is 
que le spacer ne pr^sente pas de doubles liaisons. 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 
en ce que la mati6re support a une granulom6trie 
d'environ 50 ^ 1 50 |nm et une limite d'exclusion d'au 20 
moins 10^. 
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Fig. 2 
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Wiederfindungsrate der Flatlets 
in Anhdngigkeit der Spacerort 
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Fig. 3 Druck-Diagramm 
des LOL- Adsorbers 
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Rasterelektronenmikroskoplsche Aufnahmen 
des Tragermaterials 
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nichl sphdrisches Tragermaterid 



Fig. A a 




Fig. 4b 



sphdrisches Trdgermaterial 
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